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摘 要 高 山 被 孢 霉 是 一 种 富 含 多 不 饱和 脂肪 酸 的 丝 状 真菌 , 但 其 脂 质 过 程 中 NADPH 的 来 源 还 
没有 研究 透彻 。 本 文 以 高 山 被 孢 霉 〈 尿 喧 喧 营养 缺陷 型 ) 作为 出 发 菌株 ， 研 究 了 亚 甲 基 四 各 
叶酸 脱 乞 酶 (MTHFD1) 对 高 山 被 孢 霉 脂 质 合 成 的 影响 。 首 先 构 建 了 过 表达 载体 
pBlG2-ura5s-MTHFD1, 采用 根 癌 土壤 杆菌 介 导 转化 真菌 的 方法 ,将 二 元 表达 载体 转化 进 高 山 
dk 4&3 CCFM501 中 ， 在 筛选 培养 基 SC-CS 平板 上 进行 筛选 ， 进 而 得 到 稳定 遗传 MIHFDI 基因 
的 过 表达 菌株 OMA-MTHED1) ; 其 次 提取 MA-MTHED1 菌株 基因 组 进行 PCR 鉴定 ， 并 结合 qPCR 
AZ MEER, XU] MIHEDI 基因 成 功 在 高 山 被 孢 老 中 实现 了 过 量 表达 ; 最 后 通过 对 MA-MTHED1 
中 的 脂肪 酸 含量 , NADPH 含量 及 NADPH 合成 途径 中 相关 基因 转录 水 平 进行 分 析 ， 研究 MTHED1 
基因 过 表达 对 脂 质 合成 的 影响 。 实 验 结果 表明 ， 过 表达 WJHFD1 基因 可 以 提高 高 山 被 孢 霉 脂 
Fh eX 67. 5 RAS Sx, M-MIHEDI 菌株 中 脂肪 酸 含量 提高 了 40. 135, NADPH 
的 含量 提高 了 26.459, im. H. NADPH 合成 途径 中 其 他 相关 基因 苹果 酸 酶 (ME) 和 异 柠 檬 酸 脱 
务 酶 〈1IDH) 的 转录 水 平 也 发 生 了 上 上调。 这 一 系列 研究 结果 表明 在 高 山 被 孢 霉 脂 质 合 成 还 原 
力 形 成 中 ，HMJHFD1 基因 起 到 了 关键 作用 。 本 文 为 解析 高 山 被 孢 霉 中 NADPH 来 源 及 深入 研究 
脂 质 合成 机 理 ， 从 而 对 其 胞 内 脂肪 酸 代 谢 通路 进行 分 子 水 平 上 的 改建 提供 了 一 定 的 理论 依 
据 。 
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Abstract: Mortierella alpina is a filamentous fungus with a 
high pol yunsaturated fatty acids content, but its sources of NADPH needed for lipid 
synthesis are not been studied completely. The binary vector pBlG2-urab5s-MTHFD1 was 
constructed for the transformation of the methylenetetrahydrofolate dehydrogenase 
( MTHFD1) into the M. alpina(uracil auxotrophic) strain by Agrobacterium 
tumefaciens-mediated transformation (ATMT). PCR analysis identified the presence 
of the lMTHFDÍ overexpression cassette in the genome, and qPCR analysis showed that 
the transcript levels of the MTAFD1 gene in MTHFD1 overexpression strain (MA-MTHFDT) 
were significantly increased compared to controls. The results showed that M7HFDf 


overexpression influenced lipid synthesis significantly. |n comparsion to 
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prototrophic Mortierella alpina, the total fatty acid(TFA) level increased by about 
40.13% and NADPH level simultaneously increased by 26.45*5 in MA-MTHFDf. 
Moreover, two key enzymes ME and IDH in NADPH synthesis were up-regulated. Based on 
the results, AMTHFD/! plays an important role in NADPH generation during lipid 
synthesis in WM a/pina. This study lays a foundation for uncovering mechanism of 


lipogenesis in M alpina. 
Key words:MTHFD1; Mortiere/la alpina; lipid synthesis; NADPH 


高 山 被 孢 霉 CMortierella alpina) 是 一 种 可 以 高 产 油脂 的 丝 状 真菌 ,可 用 来 生 
产 多 种 多 不 饱和 脂肪 酸 (PUFAs) "". PUFAs 具有 重要 的 生理 功能 ， 属 于 人 体 必 
需 脂肪 酸 ， 可 以 用 来 预防 和 治疗 各 种 慢性 疾病 ””。 现 阶段 研究 人 员 主 要 就 优化 
培养 基 、 选 育 菌 种 以 及 验证 脂 质 合成 途径 中 相关 酶 的 功能 方面 展开 研究 *， 但 
在 脂 质 合成 机 理 方面 的 研究 还 不 够 深入 。 

NADPH 是 脂 质 合成 的 还 原 力 来 源 "。 研 究 表明 ， 在 高 山 被 孢 霉 中 ，6- 磷 酸 
葡萄 糖 酸 脱 氨 酶 (6PGD )、 葡 萄 糖 -6- 磷 酸 脱氧 酶 (G6PD )、 苹 果 酸 酶 (ME) 可 为 
脂 质 合成 提供 所 需 NADPH “” 。 本 实验 室 对 高 山 被 孢 霉 全 基因 组 进行 测序 分 析 
后 发 现 高 山 被 孢 霉 中 存在 完整 的 叶酸 代谢 途径 …。 在 叶酸 代谢 途径 中 , 5,10- 亚 甲 
基 四 氧 叶酸 在 亚 甲 基 四 氧 叶酸 脱氧 酶 (MTHEFD1) BSJERI FAUX, 5,10- FE ode 
四 氧 叶 酸 ， 此 过 程 中 伴随 着 NADPH 的 生成 〈 图 1) 7. Jbbb, TEXSEHS UU 等 
人 通过 对 OP9 小 鼠 骨髓 基质 细胞 添加 叶酸 代谢 抑制 剂 甲 氨 喉 叭 (MTX) 和 甲 氨 
"EHE CTMPO 后 ， 发 现 OP9 细胞 在 这 两 种 试剂 的 作用 下 分 化 为 脂肪 细胞 的 能 
下 降 。 因 此 我 们 推断 ， 在 高 山 被 孢 霍 叶酸 代谢 途径 中 , MTHFD1 也 能 生成 一 定量 
的 NADPH， 从 而 在 脂 质 合成 中 发 挥 重要 作用 。 本 研究 通过 在 高 山 被 孢 霉 中 过 表 
ik MTHFDI 基因 ， 可 进一步 解析 其 在 脂 质 合 成 中 的 作用 ， 从 而 为 对 脂肪 酸 代谢 
通路 进行 分 子 水 平 上 的 改造 提供 一 定 的 理论 依据 。 
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5,10- 亚 甲 基 四 氨 叶 酸 5,10- FX SEDUSUH RR 
图 1 高 山 被 孢 霉 中 亚 甲 基 四 氧 叶酸 脱氧 酶 反应 
Fig.1 The reaction of MTHFD1 in M. alpina 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 与 培养 基 

高 山 被 抱 霉 ATCC 32222( 购 于 美国 标准 生物 品 收藏 中 心 ), 其 营养 缺陷 型 菌 
Fk CCFM 501、 大 上 肠 杆 菌 E. coli DH5a、 遗 传 操作 载体 pBIG2-ura5s-ITs 和 根 癌 农 
杆菌 CCFM 834 均 来 自 本 实验 室 研 究 中 心 菌 种 保藏 库 ，Trizol (Invitrogen, 美 国 ); 
PrimeScript RT reagent kit (TaKaRa, 日 本 ); Taq DNA 聚合 酶 ( 康 为 世纪 ， 中国); 
KOD plus 高 保 真 DNA 聚合 酶 (TOYOBO, 日 本 ); 限制 性 内 切 酶 (NEB, 美国 ); 
T4 DNA 连接 酶 (Promega, 美国 ); iTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad， 


美国 )，PCR 产物 纯化 试剂 盒 、 质 粒 提 取 试 剂 盒 、 胶 回收 试剂 盒 CFermentas, 2€ 
); 提取 基因 组 DNA 试剂 盒 Biospin Fungus Genomic DNA Extraction Kit 
《BioFlux); 其 他 试剂 均 为 分 析 纯 。 
培养 基 见 表 1。 


表 1 本 文 所 用 培养 基 


Table 1 Culture mediums used in this study 


培养 基 配方 (1DL) 

LB 液体 培养 基 10 g BER ELI, 10 g 氧化 钠 ，5 g 酵母 粉 。《〈 在 该 培养 基 配 方 上 
添加 20 g 琼脂 即 为 固体 培养 基 ) 

S0C 复苏 培养 基 20 g ERES. 5 g 酵母 粉 ，0.5 g 氧化 钠 ，3.6 g 葡萄 糖 ， 
0.95 g 氧化 镁 ，0. 186 g 氧化 钾 

YEP 液体 培养 基 10 g 酵母 提取 物 ，10 g SERIA, 5 g 氧化 钠 。 在 该 培养 基 配 
方 上 添加 20 g 琼脂 即 为 固体 培养 基 

MM 液体 培养 基 1.74 g 磷酸 氧 二 钊 ，1. 37 g 磷酸 二 氧 钊 ，0. 078 g 氧化 钙 ，0. 0025 


g 七 水 合 硫酸 亚 铁 ，0. 146 g 氧化 钠 ，0. 49 g 七 水 合 硫酸 镁 ，0. 53 
g 硫酸 铵 ，7.8 g 2- (N- 吗 啡 啉 ) 乙 磺 酸 ，1.8 g 葡萄 糖 ，5 g 两 三 
HE, pH 值 为 6. 8 


IM 液体 培养 基 在 MM 液体 培养 基 的 配方 上 添加 0.0392 g 的 乙酰 丁香 酮 CASO 即 
可 

SC 固体 培养 基 20 g 和 葡萄糖 ，5 g 酵母 氮 源 无 氨基 酸 和 硫酸 饼 ，1.7 g 人 硫酸 匀 ， 
60 mg 异 亮 氨 酸 ，60 mg 茶 丙 氨 酸 ，60 mg 亮 氨 酸 ，50 mg 苏 氨 
酸 ，40 mg 赖 氨 酸 ，30 mg 酷 氨 酸 ，20 mg 精 氨 酸 ，20 mg 腺 嗓 
叭 ，20 mg 组 氨 酸 ，10 mg 甲 硫 氨 酸 ，20 g 琼脂 ，pH 值 为 6.8 

SC-CS 固体 培养 基 在 SC 固体 培养 基 的 配方 上 添加 0. 1 g 壮观 霉 素 奇 霉 素 
(spectinomycin) 和 0. 1 g 头孢 噬 肝 抗生素 (cefotaximeSodium) 

Broth 液体 培养 基 20 g 葡萄 糖 ，5 g 酵母 提取 物 ，1 g WHEEL TE, 0.25 g 七 水 
硫酸 镁 ，10 g 硝酸 钾 ，pH 值 为 6.0 

GY 固体 培养 基 20 g 葡萄 糖 ，10 g 酵母 提取 物 ，2 g 硝酸 钊 ，1 g 磷酸 二 氧 钠 ， 
3 g 七 水 硫酸 镁 ，20 g 琼脂 ，pH 值 为 6.8 

GY-U 培养 基 在 GY 固体 培养 基 的 配方 上 添加 0. 1 g IRSE 


1.2 仪器 与 设备 

PCR 4X CABI 9700, 美国 ); GC 2000 气相 色谱 仪 和 紫外 分 光 光 度 计 UV-2450 
(Shimadzu, 日 本 ); QSC-12T 型 氮 吹 仪 ( 泉 岛 ,上 海 ); 凝 胶 成 像 分 析 系 统 (UVP 
CDS-8000， 美 国 ) ; 微量 紫外 分 光 光 度 计 (NanoDrop ND-1000， 美 国 ) ; 电 转 
化 仪 CEppendorf, 德国 ); 真空 冷冻 干燥 机 CLABCONCO, 美国 ); 菊 光 定量 PCR 
仪 (Bio-rad， 美 国 )。 
1.3 实验 方法 
1.3.1 高 山 被 孢 霉 的 培养 

高 山 被 孢 霉 在 Broth 发 酵 培养 基 中 摇 床 培养 7 天后， 收集 菌 体 。 取 出 部 分 菌 
体 真 空冷 冻 干燥 后 ,测量 干 重 和 检测 脂肪 酸 含量 及 组 成 成 分 ,将 剩余 苗 体 保存 在 
-80C 中 ， 用 于 后 续 提 取 RNA、 分 析 基 因 转 录 水 平 、 分 析 NADPH 含量 和 脂肪 酸 


含量 19。 


1.3.2 二 元 表达 载体 的 构建 

首先 使 用 Trizol (nvitrogem 提 取 高 山 被 抱 霉 总 RNA， 然 后 使 用 PrimeScript 
RT reagent kit (Takara) 试 剂 盒 对 总 RNA 进行 反 转 录 , 得 到 cDNA 模板 。 根据 高 山 
AR f&./ RE ATCC32222 MTHFDI 基因 的 序列 信息 , 设计 MIHFDI 基因 引物 ( 表 2), 
酶 切 位 点 Kpnl 和 Sac7 用 下 划 线 标 出 , 以 高 山 被 孢 考 cDNA 为 模板 , 用 KOD plus 
高 保 真 聚合 酶 进行 PCR 扩 增 。PCR 扩 增 反应 条 件 是 : 95SC 变 性 308，5SC 退 火 
30s，68C 延 伸 1.5 min， 共 计 30 个 循环 ，68C Smin; 

使 用 PCR 产物 纯化 试剂 盒 对 PCR 产物 和 酶 切 产 物 进 行 纯化 ， 用 TA 连接 酶 
将 所 得 基因 片段 与 载体 pBIG2-ura5s-ITs 于 4C 下 进行 连接 反应 ,之 后 通过 电 转 仪 
电 转 化 导入 大 肠 杆菌 E. coli DH5a 中 。 对 转化 子 进行 PCR 鉴定 ， 从 而 筛选 出 阳性 
转化 子 ， 提 取 质 粒 ， 经 测序 验证 成 功 后 ， 获 得 二 元 表达 载体 
pBIG2-ura5s-MTHFD1。 上 述 PCR 验证 及 测序 所 需 引 物 均 为 HisproF1 和 TrpCR1， 
如 表 2 所 示 。 再 通过 电 转 化 法 将 二 元 表达 载体 pBIG2-ura5s-MTHFED1 导入 根 癌 农 
杆菌 CCFM 834 中 。 


表 2 本 文 所 用 引物 
Table 2 Primers used in this study 

基因 引物 序列 
MTHFDI-F CGGGGTACCGCATGCCTGTGGCATATCAGAG 
MTHFDI-R CGAGCTCTTACATGATCTTGGTCATCGC 
HisproF1 CACACACAAACCTCTCTCCCACT 
TrpCR1 CAAATGAACGTATCTTATCGAGATCC 
MTHFDI (qPCR) CGGCTACGCAAGGACAT 
MTHFDI (qPCR) GCCACCATCGGGTTATTC 
6PGD(qPCR) AAGTTGCCTGTCCGCCATC 
6PGD (qPCR) TAGTGCCAGCCGTTCTCCTT 
G6PD(qPCR) CGTATGCTGGGTCTGGTTAGG 
G6PD(qPCR) AGAAGGCTAGGTCTCCCGATG 
ME (qPCR) CCTTGCAGGACCGTAACGAGA 
ME (qPCR) CCTGGAGCGACGATAAATGGA 
IDH(qPCR) CTCGTCCCTGGGTGGACAG 
IDH(qPCR) CCATCAGCGGGCGTAAAA 
8S rDNA CGTACTACCGATTGAATGGCTTAG 
8S rDNA CCTACGGAAACCTTGTTACGACT 


ik: 下 划 线 为 限制 性 酶 切 位 点 


1. 3. 3 RUE EUER A e Mo m LC. CCFM501 

采用 现 有 的 ATMT 154r S GRE S CCFM501"”"， 具 体 步 又 如 下 : 

用 挑 菌 环 将 已 导入 质粒 pBIG2-ura5s-MTHFDI 的 根 癌 土壤 杆菌 CCFM 834 
在 添加 了 抗生素 100 pg/mL 利 福 平和 100 ug/mL 卡 那 霉 素 的 YEP 固体 培养 基 上 
划 线 , 倒置 放 在 30C 恒 温 箱 中 避 光 培养 1-2 天 ， 从 而 得 到 单 菌落 。 挑 取 单 克隆 接 


种 至 液体 20 mL YEP 培养 基 中 ， 并 添加 100 ug/mL Rif 4l Kana， 置 于 30C 摇 床 
中 ，200 r/min 避 光 培养 1-2 天 。 再 吸取 200 uL 转 接 到 MM 液体 培养 基 中 ,30C， 
200 r/min 避 光 培养 1-2 天 后 ， 转 接 到 20 mL IM 液体 培养 基 中 ， 调 整 菌 体 浓 度 至 
OD600 为 0.3 左右 。 将 其 置 于 30C 摇 床 中 ，200 r/min 避 光 培养 至 ODeoo 73 0.8 左 
右 。 取 在 GY-U 斜面 上 培养 超过 1 个 月 的 尿 喀 啶 营养 缺陷 性 高 山 被 孢 霉 CCFM 
501， 用 4-5 mL Broth-U 培 养 基 冲刷 斜面 ， 用 血球 计数 器 对 收集 的 孢子 液 进行 计 
数 ， 调 整 孢 子 浓 度 到 105 个 /EL。 取 根 癌 土壤 杆菌 和 孢子 液 等 比例 混合 后 ， 使 用 
涂 布 棒 将 混合 液 均匀 涂 布 在 表面 铺 有 灭 菌 玻璃 纸 的 IM. 固体 培养 基 上 。 正 置 放 在 
16C 恒 温 箱 中 避 光 培养 2 天 再 正 置 放 于 23'C 避 光 培 养 1 天 后 ， 使 用 无 菌 钥 子 将 
玻璃 纸 转移 到 SC-CS 平板 上 。 正 置 于 16C 恒 温 箱 中 培养 2 天 后 再 正 置 于 23'C 培 
养 。 持 续 观察 SC-CS 平板 上 菌落 的 生长 情况 ， 及 时 用 尖 头 杀 子 将 新 长 出 来 的 苦 
落 外 沿 挖 出 ,接种 于 新 SC-CS 平板 上 ， 置 于 23 人 培养 箱 中 培养 ， 重 复 筛选 3 次 。 
将 稳定 遗传 的 菌株 摇 瓶 培养 后 ， 按 照 试 剂 盒 Biospin Fungus Genomic DNA 
Extraction Kit 说 明 书 上 的 提取 步骤 提 取 重 组 高 山 被 孢 霉菌 株 MA-MTHFDI 的 基 
因 组 DNA. 用 一 对 与 启动 子 和 终止 子 特 异性 结合 的 引物 HisproF1 和 TrpCR1 CX 
2) 进行 PCR 验证 。 
1.3.4 高 山 被 犯 霉 脂 肪 酸 提取 及 检测 

参考 Bligh "等 人 的 方法 ， 利 用 GC-MS 对 脂肪 酸 组 分 进行 分 析 。 
1.3. 5 高 山 被 犯 老 NADPH 提取 与 检测 

根据 NADP/NADPH QuantificationColorimetric Kit 试剂 盒 说 明 书 ， 提 取 高 山 
被 鸡 霉 中 的 NADPH。 使 用 分 析 天 平 称 取 0.1 g 左右 高 山 被 鸡 霉 样品 于 研 钵 中 ， 
边 加 入 液 氮 边 进行 充分 研磨 ， 然 后 加 入 1 mL 提取 缓冲 液 (ONADP/NADPH 
Extraction buffer) 继续 研磨 至 融化 ， 转 移 液体 至 2 mL 离心 管 中 ，12000 g 离心 
10 min 后 转移 上 清 至 1.5 mL EP 管 中 ， 之 后 依据 说 明 书 完成 剩 下 的 提取 步骤 。 
1.3.6 基 因 转 录 水 平 的 RT-qPC 检测 

根据 PrimeScript RT reagent kit 试剂 盒 说 明 书 对 重组 菌株 总 RNA 进行 反 转 录 
得 到 cDNA 模板 。 使 用 CFX96 Real-Time PCR System, 按照 iTaq Universal SYBR 
Green Supermix 说 明 书 ， 使 用 荧光 定量 PCR 仪 进行 RT-PCR JN. 反应 体系 见 
表 3。PCR 程序 为 : 95?C2 min, 55?C 10s， 共 计 40 个 循环 。18S rDNA 作为 管 
家 基因 。 利 用 2-(AACt) 计 算 基 因 转 录 水 平 倍数 变化 ， 其 中 AACt 为 ACt (样品 )-ACt 
(参照 )。 引 物 序 列 见 表 2。 


表 3 荧光 定量 PCR 体系 (20 pL) 
Table 3 Real-Time PCR System 


成 分 取 量 
Power SYBR® Green PCR Master Mix 10 uL 
cDNA luL 
上 下 游 引物 各 1 HL 
无 酶 水 7 uL 


2 结果 与 分 析 


2. 1 过 表达 载体 构建 
根据 MTHFDI 基因 序列 设计 引物 ( 表 2), 通过 PCR 扩 增 得 到 目的 条 带 (1200 


bp， 图 2)。 将 纯化 后 的 PCR 产物 连接 至 载体 pBIG2-ura5s-ITs 上 ， 命 名 为 
pBIG2-ura5s-MTHFD1 (图 3)， 对 转化 子 进 行 PCR 鉴定 ， 两 条 产物 条 带 分 别 为 
ura5 (818 bp) 和 MTHFD1 (MTHFD1 1200 bp 加 载体 上 164 bp 共 1364 bp) 两 
个 表达 单元 (图 2)。 测 序 成 功 后 ， 再 将 载体 pBIG2-ura5s-MTHFD1 电击 转 入 根 
Ji -E-REFF T] CCFM 834。 


Marker 1 2 3 Marker 


1500 bp —» 


1000bp —» 
800 bp —» 


图 2 NWTHFD1 基因 的 PCR 产物 〈1)， 重 组 质粒 pBIG2-ura5s-MTHFDIRPCR 鉴定 C2) 及 高 山 被 孢 霉 重组 菌 
株 MA-MTHED1 基因 组 的 PCR 鉴定 (3) 
Fig.2 PCR cloning products of MTHFDI (1), PCR identification of recombinant plasmid 
pBIG2-urabs-MTHFD1 (2) and PCR identification of recombinant strain MA-MTHFDI (3) 


RB KpnI SacT UB 
b. trpCt JF 
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Intron — pBIG-ura5s-ITs MTHFDI pBIG-ura5s-MTHFDI 
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trpCter EY hisss0 一 一 
局 trpCter 一 
uras ^ — Pp 
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图 3 二 元 表达 载体 pBIG2-urabs-MTHFDI 的 构建 图 示 
Fig.3 Schemas of the construction of recombinant plasmid pBIG2-urabs-MTHFDI 

2.2 过 表达 重组 菌株 筛选 与 鉴定 

采用 ATMT 法 将 含有 二 元 表达 载体 的 根瘤 土壤 杆菌 CCFM 834 转化 进 高 山 
MBs CCFM 501 中 ， 在 和 蔓 选 培 养 基 SC-CS 平板 上 筛选 出 稳定 遗传 的 过 表达 菌 
Fk M4-MTEFD7， 并 将 其 保藏 于 GY 斜面 上 。 提 取 MA-MTHFDI 菌株 的 基因 组 
DNA， 用 一 对 与 启动 子 和 终止 子 特 异性 结合 的 引物 HisproF1 和 TrpCR1 来 进行 
PCR 验证 ( 表 20, 电泳 结果 显示 两 条 条 带 分 别 为 ura5 (818 bp) fll MTHFDI (1364 
bp〉 两 个 表达 单元 《图 3)， 这 表明 二 元 表达 载体 成 功 整合 到 高 山 补 人物 考 基因 组 
中 。qPCR 分 析 结 果 显 示 《〈 图 4)， 与 原 养 型 高 山 被 孢 霉 相 比 ，M4-MTEFD7 菌株 
中 MTHFDI 基因 转录 水 平 提高 了 88.98%， 说 明 转 化 的 MTHFDI 基因 表达 原件 
成 功 实现 了 转录 ，MA4-MTHFD1 菌株 构建 成 功 。 


200 | M.alpina 
T MA-MTHFDI 
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图 4 过 表达 MTHFDI 对 产 NADPH 相关 基因 转录 水 平 的 影响 

Fig.4 Effects of MTHFDI overexpression on transcript levels of NADPH-generating genes 
2. 3 过 表达 重组 菌株 菌 体 干 重 分 析 

MA-MTHFD1 菌株 和 原 养 型 菌株 在 Broth 发 酵 培 养 基 中 培养 7 天 后 ,收集 菌 
体 冷 冻 干 燥 后 测量 两 者 的 干 重 〈 图 $)。 原 养 型 高 山 被 人 抱 霉 和 MA-MTHFDI 菌株 
的 菌 体 干 重 分 别 为 8.54 g/L 和 8.89 gL， 两 者 间 没 有 显著 变化 ， 说 明 过 表达 
MTHFD1 基因 不 会 影响 高 山 被 钨 霉 郑 体 干 重 。 在 培养 过 程 中 ，M4-MWMTEFD1 Vi 
株 与 原 养 型 菌株 生长 状态 保持 一 致 ， 也 进一步 说 明 过 表达 MTHFDI 基因 不 会 影 
Til en LL CAUSE BRI AE e 
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图 5 过 表达 MTHFDI 对 生物 量 的 影响 
Fig.5 Effects of MIHFDI overexpression on dry cell weight 


2.4 过 表达 重组 菌株 中 脂肪 酸 含量 分 析 

按照 1.3.4 方法 对 过 表达 重组 菌株 和 原 养 型 菌株 进行 脂肪 酸 含量 测定 CX 4 
和 图 6)， 从 而 确定 MTHFDI 基因 和 高 山 被 孢 考 脂 质 合 成 之 间 的 关系 。 与 原 养 型 
高 山 被 钨 考 相 比 ，M4-MTHFD1 菌株 中 总 脂肪 酸 含量 增加 了 40.13% (图 6)， 这 
表明 过 表达 MTHFDI 基因 后 ， 增 加 了 高 山 被 孢 霉 总 脂肪 酸 的 含量 。 进 一 步 分析 
MA-MTHFD1 菌株 和 原 养 型 菌株 内 脂肪 酸 的 相对 组 成 后 ， 发 现 MA-MTHFDI FS 
株 中 花生 四 烯 酸 含量 增高 了 91.12%。 这 表明 过 表达 MTHFD1 基因 后 ， 增 加 了 脂 
肪 酸 的 不 饱和 度 。 


表 4 高 山 被 孢 霉 脂肪 酸 含量 


Table 4 The content of fatty acids in M. alpina 


H mE mu TTA 
ELE 脂肪 酸 组 成 Cmg/mg. PT 3D 
(mg/mg 
C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C20:3 C20:4 落体 干 重 ) 
0.178 土 0.116+ 0.305 土 0.063 土 0.036 十 0.037 土 0.228 土 0.350 土 
M. alpina 
0.027 0.008 0.008 0.004 0.001 0.004 0.024 0.034 
0.128 土 0.137 土 0.100+ 0.081 土 0.048 土 0.039 士 0.435x 0.4914 
MA-MTHFDI 
0.002 0.006 0.035 0.003 0.002 0.005 0.050 0.006 
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图 6 过 表达 MTHFDI 对 脂肪 酸 相 对 组 成 的 影响 
Fig.6 Effects of MTHFDI overexpression on relative composition of fatty acids 
2.5 过 表达 重组 菌株 中 NADPH 含量 分 析 
过 表达 MTHFDI 基因 后 ，M4-MTHFD1 菌株 中 还 原 力 NADPH 的 含量 从 
0.0379 mg/g 增加 到 0.0479 mg/g( 图 7), 即 增加 了 26.38%。 这 表明 过 表达 MTHFDI 
基因 后 ， 提 高 了 高 山 被 孢 考 NADPH 的 合成 能 力 。 
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7 过 表达 MTHEDI 对 NADPH 含量 的 影响 
Fig.7 Effects of MIHFDI overexpression on NADPH content 
2. 6 过 表达 重组 菌株 中 NADPH 合成 相关 基因 的 转录 水 平分 析 
为 探究 过 表达 MTHFDI 基因 对 高 山 被 孢 霉 脂 肪 合成 途径 的 影响 ， 通 过 
RT-qPCR 分 析 脂 质 合成 途径 中 产 NADPH 相关 基因 的 转录 水 平 .由 图 4 可 以 看 出 ， 
在 NADPH 合成 途径 中 , 与 原 养 型 高 山 被 孢 霉 相 比 , 尽管 6PGD 和 G6PD 的 转录 


水 平分 别 下 调 了 39.66% 和 36.8995, 但 ME 和 IDH 的 转录 水 平分 别 上 调 了 38.44% 
和 43.25%。 这 表明 MTHEDI 在 脂 质 合 成 所 需 还 原 力 NADPH 合成 调控 中 起 重要 
作用 。 


3 结论 


综 上 所 述 ， 为 了 研究 过 表达 MTHFDI 基因 与 高 山 被 孢 霉 脂 质 合 成 之 间 存 在 
的 联系 ， 本 文 构建 了 MTHFDI 过 表达 载体 ， 成 功 入 选 出 过 表达 重组 菌株 
MA-MTHFD1。 结 果 表 明 ， | MTHFDI 基因 在 高 山 被 孢 霉 脂 质 合 成 中 具有 重要 作 
用 。 与 原 养 型 高 山 被 移 考 相 比 ，M4-MTHFD1 菌株 的 总 脂肪 酸 含量 、 脂 肪 酸 不 饱 
和 度 以 及 NADPH 的 含量 显著 提高 .此 外 ,过 表达 MTHEDI 基因 在 提高 MTHFDI 
基因 转录 水 平 的 同时 ， 也 上 调 了 NADPH 合成 途径 中 ME 和 IDH 的 转录 水 平 ， 
增强 了 脂 质 合成 所 需 还 原 力 NADPH 的 来 源 。 
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